Control de calidad en la preparacion
de test de aliento para el diagnostico
de malabsorcion de glicidos
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Resumen

Obijetivos: El andlisis de las sustancias volatiles que se exhalan con el aliento es una prometedora téc-
nica diagnéstica no invasiva, especialmente en patologias del tracto gastrointestinal. En el caso del
diagnéstico de la malabsorcion de azdcares, tras la administracion de una dosis de estos productos
(sorbitol, xilosa, fructosa, glucosa o lactosa) se producen su fermentacion por la flora sapréfita del in-
testino por lo que se puede detectar en el aliento H,, CH4 0 CO,.

El aseguramiento de la calidad de las preparaciones que se usan en estos test —que suelen realizarse
en farmacia— es esencial dado el riego para el paciente que tendria un error en el diagnéstico. En el
presente trabajo presentamos un procedimiento analitico rapido y eficiente para aplicar en el producto
final de la preparacion, antes de la liberacién de lotes.

Método: Revision bibliogréfica de técnicas de identificacion y propiedades quimicas que permitiesen
la diferenciacién de los productos implicados.

Resultados: Se desarrolla un procedimiento combinando la determinacién de puntos de fusién con
pruebas colorimétricas.

Conclusiones: El procedimiento establecido permite el control de calidad del producto terminado de
forma rapida y eficiente. Es necesario ir desarrollando técnicas de control de calidad sobre el producto
final para ir incrementando la calidad de las preparaciones realizadas en los hospitales. La determina-
cion del punto de fusién, a pesar de ser obligatoria en los servicios y oficinas de farmacia que se de-
dican a la formulacién, es una técnica con limitaciones a la hora de realizar controles de calidad.

Palabras clave: Test de aliento, control de calidad, punto de fusion, test colorimétricos, malabsorcion.
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Quality control in the preparation of breath test for the
diagnosis of glucides malabsorption

Summary

Objectives: Analysis of volatile substances in exhaled breath is a promising noninvasive diagnostic
technique, especially in diseases of the gastrointestinal tract. In the case of diagnosis of malab-
sorption of glucides, after administration of a dose of these (sorbitol, xylose, fructose, glucose or
lactose), fermentation products produced by saprophytic intestinal flora (H,, CH4 or CO,) are
detectable in the breath.

The quality assurance of the preparations used in these tests -often made in pharmacy- is essential
given the risk to the patient would have an error in diagnosis.

In this paper we present a fast and efficient analytical procedure to apply in the final product be-
fore batch release.

Method: A review of identification techniques and chemical properties that allowed the differen-
tiation of the products involved.

Results: A method combining melting point determination with colorimetric test is developed.
Conclusions: The method developed allows quality control of the finished product quickly and
efficiently. It is necessary develop techniques for quality control of the final product, to increase
the quality of the preparations made in hospitals. The determination of the melting point is a
technique with limitations in performing quality controls, although in Spain the pharmacies and
hospital pharmacy services accredited for compounding medicines have a legal obligation to
have it available.

Key Words: Breath tests, quality assurance, melting point, colorimetric assay, malabsorption.

Introduccion habra liberacién de H,,CH,4 y CO,, que se po-

dran detectar mediante gasometria en el

Los test de aliento son un prometedor
campo para el diagnéstico no invasivo de un
gran nimero de enfermedades’. Basicamente
se trata de la deteccién de compuestos volati-
les en el aliento con técnicas de alta sensibili-
dad y exactitud como la cromatografia de
gases. En ocasiones, estos compuestos volati-
les proceden de la administracion oral previa
de algdn agente diagnéstico.

Entre otros usos se puede utilizar como una
prueba funcional digestiva para estudiar sin-
dromes de malabsorcién primaria y secundaria
de diferentes azlcares?3. Al paciente se le ad-
ministra una dosis del producto en cuestién
(sorbitol, xilosa, fructosa, glucosa o lactosa)
generalmente disuelta en agua. Si presenta un
problema de malabsorcién, el aziicar perma-
necera en la luz del tracto digestivo, las bac-
terias saprofitas del mismo lo fermentaran y

aliento.

Las dosis son preparadas en el servicio de
farmacia a partir de la sustancia pura, calidad
farmacéutica. Dada la frecuencia de uso (Tabla
1), y las posibles consecuencias para el paciente
de un error diagnéstico, se plante6 la necesidad
de establecer un control de identidad del azi-
car antes de la liberacién de los lotes de las dis-
tintas preparaciones. De esta forma se pretende
asegurar la ausencia de errores de etiquetado
o identificacién durante el proceso de elabora-
cion, y acercar la calidad de la elaboracion de
preparados hospitalarios a la calidad que ofrece
la industria farmacéutica.

Este control de identidad —-de una forma
ideal- deberia de reunir las siguientes caracte-
risticas:

Especificidad: Habia que diferenciar 5 azi-
cares que son similares entre si.




Fiabilidad: Que siempre dé los mismo
resultados y que no varie con el personal
que realiza el test.

Sencillez: Que pueda ser realizado por
personal técnico y no precise de personal
facultativo.

Econémico: Para optimizar los recur-
SOS.

Rapidez: Dadas las limitaciones del es-
pacio de almacenamiento en el area de
elaboracién que no permite disponer de
espacio suficiente para la inmovilizacién
de grandes lotes durante largos periodos.

El objetivo del presente trabajo es pre-
sentar el desarrollo del procedimiento de
identificacion de azdcares como control
de calidad, previo a la liberacion de los
lotes, de los preparados utilizados en los
test de aliento.

Material y métodos

Se realiz6 una bdsqueda bibliografica de las
caracteristicas quimicas y de las reacciones de
identificacién de los azlcares implicados*>:¢.
Para las pruebas realizadas se emplearon los
mismos productos que en la practica clinica
habitual: sorbitol, xilosa, fructosa, glucosa y
lactosa proporcionados por ACOFARMA SA
(Barcelona, Espafa). El orcinol, resorcinol, el
cloruro férrico y el acido clorhidrico necesarios
para la preparacion de los reactivos de Bial y
Seliwanoff se obtuvieron de PANREAC SA (Bar-
celona, Espafa).

Para la determinacion del punto de fusién
se utiliz6 un equipo SMP101Ud digital, con
temperatura de trabajo +5 a 300°C, con reso-
lucién de 1°C proporcionado por GUINAMA
SLU (Valencia, Espaia).

Resultados

Dados los requisitos propuestos el uso de
técnicas de identificacion como espectrosco-
pia infrarroja o cromatografias quedaron des-
cartadas desde el primer momento.

Ya que en Espafa se exige a los servicio de
farmacia disponer de un equipo de determi-
nacion de punto de fusién’, se intent6 diferen-
ciar los azGcares mediante esta técnica. Como
se puede observar en la tabla 2 hay puntos de
fusién similares dos a dos (fructosa/sorbitol y

Tabla 1

Lotes y unidades de los distintos test de

aliento preparados anualmente

Test de aliento Lotes anuales Unidades anuales
Fructosa 25 g 12 275
Glucosa 75 g 6 180
Lactosa 25 g 15 350
Xilosa 25 g 5 100

xilosa/glucosa) por lo que dicha técnica no
seria suficientemente fiable para los objetivos
planteados.

De forma parecida la diferencia de solubili-
dades en disolventes organicos e inorgéanicos
tampoco se mostrd suficientemente sensible
en las pruebas realizadas.

Los azucares implicados, al ser de distintas
familias quimicas (aldosas, cetosas...) si que
podrian diferenciarse por reacciones colorimé-
tricas. Entre las reacciones de este tipo que se
producen en los azlcares se pueden citar:

1. Reaccién de Molisch

Pone de manifiesto la presencia de carbo-
hidratos en una muestra. Se basa en la accién
hidrolizante y deshidratante del acido sulfarico
sobre los hidratos de carbono. En dicha reac-
cion el acido sulfdrico cataliza la hidrélisis de
los enlaces glucosidicos de la muestra y la des-
hidratacién a furfural (en las pentosas) o hi-
droximetilfurfural (en las hexosas).

2. Reaccién de Benedict

Esta reaccion es especifica para azlcares con
grupo reductores libres (C=0). Todos los mo-
nosacaridos poseen un grupo reductor libre.
Los disacéridos maltosa y lactosa tienen grupos
reductores libres, pero la sacarosa no los posee,
ya que se pierden los grupos reductores de sus
componentes cuando ésta es formada.

Se basa en la capacidad del carbohidrato
de reducir el Cu2+ en un medio alcalino. Este
Cul+ se oxida y precipita en forma de Cu20,
lo que proporciona la coloracién positiva de la
reaccion. La coloracién dependera de la con-
centracion de 6xido de cobre y ésta a su vez
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Tabla 2
Caracteristicas quimicas de los azucares implicados en los test de aliento
Azucar Descripcion T'p? de Pt{r:nto ?e Solubilidad Rea.lcc[or!
azlcar fusion (°C) colorimétrica
Fructosa Polvo blanco | Cetohexosa 107 Soluble en agua Si (Seliwanoff)
Xilosa Polvo blanco | aldopentosa 145-155 1g.en 0.8 ml de agua. Piridina y alcohol Si (Bial)
caliente
Sorbitol Polvo blanco | polialcohol 102 SOIU.bIe en disolventes organicos: meta- no
nol, isopropanolol, butanol
Glucosa Polvo blanco | hexosa 143 1g en Tml de agua no
Lactosa Polvo blanco | disacérido >200 Insoluble en cloroformo y éter. Poco no
soluble en alcohol. 1g en 5 ml de H20

de la reduccion del cobre; va desde verde,
amarillo, anaranjado o rojizo, dependiendo de
la coloracion.

3. Reaccién de Seliwanoff

Los carbohidratos se clasifican como ceto-
sas o aldosas. Vale decir, que las cetosas en el
carbono 2 tienen una funcién cetona, que en
presencia de un acido fuerte producen rapida-
mente derivados furflricos que reaccionan
con resorcina que esta contenido en el reac-
tivo de Seliwanoff. La sacarosa (un disacarido
formado por glucosa y fructosa) y la inulina
(un polisacarido de la fructosa) dan positiva la
reaccion, ya que el HCI del reactivo provoca
en caliente la hidroélisis del compuesto libe-
rando fructosa (responsable de la reaccion po-
sitiva).

4. Ensayo de Barfoed

Esta prueba permite diferenciar entre mo-
nosacaridos y disacaridos reductores, también
contiene i6n clprico que se reduce hasta
6xido cuproso mas rapidamente con los mo-
nosacaridos que con los disacaridos.

5. Ensayo con Lugol

El reactivo de Lugol que contiene una mez-
cla de yodo y yoduro, permite reconocer po-
lisacaridos, particularmente el almidén por la
formacion de una coloracion azul violeta in-
tensa y el glicobgeno y las dextrinas por forma-
cién de coloracion roja.

6. Ensayo de Bial

Es una prueba especifica para pentosas. Por
la formacién de una coloracién verde botella

brillante que se produce con el reactivo de
Bial, que contiene orcinol y cloruro férrico en
acido clorhidrico.

7. Ensayo Fenilhidrazina

Es una prueba para distinguir osas (y oligo-
sacaridos). Los carbohidratos que solo se dife-
rencian en sus atomos de carbono 1 y/o 2
daran la misma osazona, como es el caso de
la glucosa y la fructosa, que son isémeros de
funcion.

Al comprobar estas reacciones y los azlca-
res implicados podemos comprobar que nin-
guna de ellas, o una combinacién de ellas nos
es Util para diferenciar todos los azicares im-
plicados en los test de aliento. Es por ello que
se necesita combinar la determinacién del
punto de fusién con alguna de estas técnicas
para asegurarnos la correcta y rapida identifi-
cacién del producto.

Para ello se establece el siguiente procedi-
miento (Gréfico 1):

El primer paso seria hacer el punto de fu-
sién de cualquiera de las muestras a analizar.

Con esto diferenciamos la lactosa que tiene
un punto mucho mas alto que los demas
(Ilega a caramelizar antes de fundirse).

Los 4 azlcares restantes tienen puntos de
fusién similares 2 a 2. En la practica podriamos
diferenciar con esta técnica la fructosa y el sor-
bitol (pf +/- 100-110) de la glucosa y la xilosa
(pf +/-145-155).

Luego mediante la prueba de Seliwanoff,
especifico para cetosas, diferenciamos la fruc-




. Grdfico 1
Arbol de decision para el control de calidad del producto final
para la realizacion de test de aliento

+145-155°C
>200°C

Punto de fusién

£100-110°C

Xilosa/Glucosa

Lactosa

Fructosa/sorbitol

'

Prueba de Bial

Coloracion verde*
XILOSA

Incoloro
GLUCOSA

*Si se deja mucho tiempo en el bafio
pasa a azul oscuro

'

Prueba de Seliwanoff

Coloracién roja
FRUCTOSA

Incoloro
SORBITOL

tosa del sorbitol, y con la de Bial, especifico
para las pentosas, la xilosa de la glucosa.

Para realizar la prueba de Bial se toman
muestras de azUcar que pueda ser xilosa o glu-
cosa (punto de fusion 140-150°C). A 1 ml del
reactivo se le afade una pequefa cantidad del
producto a estudiar (menos del 10% del vo-
lumen del reactivo). Se calienta al bafio maria
(100°C). Tras unos minutos (entre 3 y 10), si
se vuelve verde la muestra es xilosa, si no cam-
biad de color es glucosa. Con el tiempo el
verde pasa a ser azul oscuro.

Para realizar la prueba de Seliwanoff se
toman muestras del producto que podria ser
fructosa o sorbitol (punto de fusién entre 100-
110°C). A un ml de reactivo se le afiade una
pequefia cantidad del azicar a identificar
(menos del 10% del volumen del reactivo). Se
calienta al bafo maria (100°C). Tras 5-10 mi-
nutos, si se vuelve rojo la muestra contiene
fructosa, si no cambia de color estaremos ante
sorbitol

Elaboracién de reactivos

Preparacion del reactivo de Bial:

Se anaden 300 ml de HCI concentrado en
250 ml de agua destilada, (nunca hacer en
sentido inverso). Anadir 1.5 g de orcinol y 8
gotas de cloruro férrico al 1%.

Preparacion del reactivo de Seliwanoff:

Se disuelven 0.5 g de resorcinol en 100 ml de
agua destilada. A 3 ml de esta disolucién le afa-
dimos 12 ml de HCl concentrado. Una vez mez-
clado le afadimos agua destilada c.s.p 35 ml.

Ambos reactivos se consideran estables du-
rante un ano. En caso de duda se puede com-
probar su estado realizando la reaccién con un
azucar conocido y comprobando la coloracion
obtenida. En su conservacion se debe consi-
derar su contenido acido.

Conclusiones

El procedimiento propuesto cumple los re-
quisitos establecidos, y permite la rapida iden-
tificacion de los aztcares empleados en los test
de aliento, por lo que posibilita un control de
calidad sobre el producto terminado que ase-
gura la ausencia de errores de etiquetado o de
preparacion.

Es necesario ir incorporando este tipo de
controles sobre los productos terminados en
farmacia hospitalaria, para ir mejorando en el
aseguramiento de la calidad e ir aproximan-
donos a los niveles de la calidad industrial.

Por dltimo, es necesario sefialar las limita-
ciones practicas de la determinacion de punto
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de fusién —técnica que la legislacion espafiola
obliga a tener disponible en los servicios y ofi-
cinas de farmacia que realicen formulas ma-
gistrales— para identificar sustancias.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no
tener conflictos de intereses.
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